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往がない10 例（49 ～7 歳平均64.5 歳）と筋萎縮性側索
硬化症（以下， ALS ）の 3 例（59 ～73 歳，平均6.3 歳）
である。 ALS では 診断から剖検が行われるまでの期
間は 2 ～ 4 年であった。手術例は，喉頭腫蕩あるいは下
咽頭腫蕩のため一次治療として喉頭全摘術を行った10 例
(48 ～ 70 歳，平均61. 歳）である。放射線治療例（以下，
放治例）は，放射線照射後に喉頭全摘術を行った10 例
(45 ～79 歳，平均6.2 歳）である。放射線照射量は40 ～
72Gy で，照射終了から手術までの期間は l ～ 24 ヵ月で
あった。観察結果の検討にあたっては，剖検例10 例を剖
検群， ALSlO 例を ALS 群，手術例10 例を手術群，放治
公切片では，接合部の形態保持には有利であったが，抗体
の筋線維への浸透性が損なわれるものがみられた。切片







神経軸索に対しては鍍銀染色を行う Pestronk 法10 ）を用
いた。さらに，筋線維の型分類を行うため， E 型筋線維
の fast myosin に対する抗体（MY-32, SIGMA 製） 11 ）を
用いた免疫組織化学染色（ABC 法） 12 ）行った。抗体の希
釈倍率は40 倍， ABC 法の染色キットには， Vectasin


















































































































































図 l 神経 ・筋接合部形態と計測




褐色に濃染する E型筋線維と淡染する I型筋線維， 青く染まる運
動終板，黒色の神経線維が認められる。
した （図 1）。 また 神経 ・筋接合部の形態を軸索の分
岐様式と運動終板の個数との関係により分類した。以上
の観察を， 4 群3 症例の内喉頭筋， 165 個について行っ
た。剖検群においては，同一筋線維上での複数個の接合
部の存在を検索した。
結果の解析は， I型と E 型筋線維の比較には W ilc ox on
符号付順位和検定を， 5種類の内喉頭筋の種類別の比較
には K ru skal-W alli s検定を，剖検群 ・A LS 群 ・手術群 ・
放治群の 4 群の比較には重複測定一分散分析法をそれぞ





前筋 内筋 側筋 後筋 横筋
筋線維型 II I II I II II II 
剖検例 1 25.8 :38 .5 24 . 7:3 .4 28 .8 :39 .4 27 . 7:36 . 9 23 . 7:35 .6 
2 27 .3 :3 . 7 29 .2 :32 .9 26 .5:34 .5 27.8 :31. 28 .8 :32 .2 
3 20 .8 :35 .6 2 .4 :36 .2 29 .3 :3 .9 24 . 7:34 . 7 27 .1 :37 .1 
4 24. 2 :36 . 2 25.8 :34 .8 24 .2 :36 .5 28 .2:32 .8 23 .0 :3 .0 
5 23.4 :34 .3 23. :3 .5 20.5'.31.4 25.9 :35 .3 26 .1 :36 .1 
6 21. 2 :32 .1 26. 2 :31. 9 2 .3 :30.5 24 .3 :3 .3 30 .8 :30.4 
7 27 .2 :37 . 7 30. :36. 25.8 :35. 7 26. 7 :3 .4 24.9 :34.8 
8 2 . 7 :34 .8 27.3 :34 .2 23 .9:3.5 25 .1:34 . 7 26 .5:36.1 
9 26 .1 :36 . 2 25.4 :35 .1 26.8 :36.2 24.3 :35 .3 25. 7:3. 
10 23 . T33 .4 24 . T3 . 9 25 .9:34 .1 26 .9 :32 .4 27 .6 :32 .4 
平均 24. :35. 25.9 :34 . 7 25 .4 ・： 34.6 26 .2 :34 .0 26.4 :34.1 
士標準誤差 0. 73 :0.63 0. 78 :0.54 0.87 10.81 0.47 :0.52 0. 74 :0.68 
A LS 1 28 .8 :38 . 7 26.3 :36 .3 29 .2 :37.8 25 .8 :35 .2 24. :38.2 
2 21. 0 :32 . 0 23 .3 :3 .2 25 .0 :31. 5 2 .3 :30 .3 26 .2 :32.4 
3 2 . 6 :31. 9 28 .4 :3 .8 28 .4 :32 .6 23 .2 :3 .4 20 .8 :36.5 
平均 24 .1 :34 . 2 26 .0 :34 .4 27.5'.34. 0 23 .8 :3 .0 23.8 :35. 7 
士標準誤差 2.38 :2.25 1. 48 :0.95 1. 28 : 1. 94 1. 05 : 1. 43 1. 59 : 1. 72 
手術例 1 20 .3 ・： 35.2 23 .1:3 .9 29 .5:36 .5 28 .2 :37 .8 24 .9:34 .9 
2 30 .3;7. 27.4 :34. 7 2.4 :32 .8 25 .6 :3 .5 26 .5;36.5 
3 28 .0 ・： 36.4 28. :35.2 23 . 7:3. 7 21. 3 :31. 5 29.3 :3.1 
4 24 .1;3 .8 25 .3 :35 .6 25 .3 ;34 .9 27 .3 :34 .2 24 .i:35.2 
5 23 . 7:32 .9 24 .0 :3 .2 23 .8 ;31. 9 24 .6 :30 .6 23 . 7 :3 .5 
6 24 .8 :35 .6 26 .3 :34 . 7 27 .4 :36 .2 25 .9 :35 .4 27 .3 :36 .6 
7 26 .9 :37 .2 29.4 :35 .9 25 .9:36 .2 26. 7:34 .9 26. 7 :35 .3 
8 28 .1 :32 . 9 24 .9 :3 . 7 2 .6 :34 .8 23 .0 :35 .0 25.4 :34 . 7 
9 29 .3 :38 . 7 28 .4 :37 .5 27 .8 :38 .4 27 .6 :38 .6 27.L37 . 9 
10 25. 1 :35 . 2 2 . 7:31. 8 24 .1:35 . 9 23 .9 :32 .8 2 . 7: 31. 8 
平均 26. 1:35 .5 26 .0 :34.6 25 .3 :35 . 1 25.4 :34. 25.8 :35.0 
士標準誤差 0.96 :0.61 0. 74 :0.50 0. 75 :0.61 0. 70 ：・ 0.80 0.63 :0.57 
放治例 1 26.3 :3.8 28 .8 :36.2 27 .2:37 .2 24 .8 ;34 .5 26 .4 :38 . 7 
2 30.2 :39 .2 27 .2 :38. 20 .3 :34 .4 23 . 7:37. 28 .2 :36 .3 
3 24.5: 34 . 6 21. 8 :32. 5 24 .4 :30 .3 20.5:3 . 2 24 .0 :32 .0 
4 2. :30 .8 24 .3 :34. 2 .2 :32 .2 2. 2 :31. 1 23 . T35 . 6 
5 25 .8 ;34 .6 25.;3 . 3 23.5'.3 . 5 2 .8 :34.0 25 .6 :35 . 7 
6 29.5 ;37 .2 31. :38. 1 27 .3 ;36 .6 27.4 :35 .5 29 .3 ;37 .0 
7 21.8 :32 .9 23 .0 :3 .4 24 .5:31.4 26 .9:37.8 27 .6 :34 .6 
8 30.6 :39 .4 27 .2 :37.2 26 .6:36 .9 27. 5 ;38. 2 24 .4 :3 .8 
9 29.3 :36 .5 28 . 1:36. 7 27 .3 :35 .8 28.3 :34.9 25 .6 :36 .1 
10 24 . 7:3 . 8 2 . 7:34 . 9 23 .3 :36 . 7 25.1 :37.1 27 .4 ;35 .2 
平均 26.5 :35 .3 26 .0・：35. 7 24 . 7 :34 .5 24.9 :35 .4 26 .2 :35 .5 





I型筋線維においては A ChE の存在部位は淡青色に
染まり神経線維は終板内における分岐状態が観察され，
筋線維自体の発色は認められなかった。E 型筋線維では，
筋線維の発色がこれに加わって認められた。M Y -32 に























術例 8 の前筋における運動終板径の分布を図 3 に示す。
他の症例においても，同様の終板径の分布が認められた。
全165 筋の計測結果で I型筋線維の運動終板径の平均
は， 25 .6μm （士0.19 ；標準誤差，以下同様）' II 型筋線
維では，34 .8μm ( ±0. 17 ）と E 型筋線維の運動終板径
が大きかった。筋線維型別に各内喉頭筋を比較すると，
同順位補正 H 値は I型1. 58, II 型2.04, X 2 ( 4 , 0. 95 ）二
9.49 で，内喉頭筋の種類によって運動終板の大きさに有
意差は認められなかった。剖検群 ・A LS 群 ・手術群 ・
放治群の比較では， F 値は I型0. 69, II 型1. 41, F 






点数の分布が認められた。全165 筋の算定結果で E 型筋
前筋 内筋
筋線維型 I II I II 
剖検例 1 3.08:364 3.3 :3.59 
2 2.98 :3.28 3.28 :3.7 
3 3.1 2:3.3 2.8 :3.2 
4 2.68 :3.08 3.08 :3.80 
5 2.58 :3.84 2.94 :3.4 
6 2.84 :3.78 3.42 :3.8 
7 2. 7 :3.56 3.10 :3.38 
8 2.39 :3.97 2 .64 :3.1 
9 2.43 :3.12 2.39 :4.06 
10 2.9:3.68 2.8T3.45 
平均 2. 72:3 .53 2.9 :3.57 
±標準誤差 0.09 :0.1 0 0.10 :0.10 
ALS 1 3.82 :4.23 3.8 :4. 17 
2 3.46 :3.82 3. 82 :4. 03 
3 3.20 :3.96 3.08 :4.2 
平均 3.49 :4.0 3.43 :4.1 4 
士標準誤差 0.18 :0.12 0. 2LO. 06 
手術例 1 2.8 :3.50 3.12:3 .48 
2 3.04 :3.8 3.02 :3.92 
3 2. 78 :3.48 2.8 :3. 78 
4 2. 9L3 . 6 2. 9T3.82
5 2. 47:3 . 29 2.41 :3.39 
6 2.85:3 . 73 2. 73 :3_49 
7 2. 73 :3.56 2.84 :3.68 
8 2.86 :3.61 2.63 :3.57 
9 2.47 :3.95 2.59 :3.87 
10 2.4 :3.21 2.37 :3.4 
平均 2. 74 :3.59 2. 76 :3.64 
士標準誤差 0.6 :0.07 0.8 :0.06 
放治例 1 3.21 :3. 78 3.4 :3.6 
2 2.8:3 .34 3.2 :3.92 
3 2.98:3 .52 3.12 :3.2 
4 3. 02 :3, 2 2. 80:3 . 58 
53.19:4 .02 2.9 :3.87 
6 2.08 :2.98 2.32 :3.01 
7 2.1:3.54 2.43: .64 
8 2.68 :3.21 2. 72 :3.36 
9 2.4 :3.08 2.31 :3.27 
10 2.38 :2. 78 2.46 :3.17 
平均 2.69 :3.5 2. 79 :3.47 




I II II II 
2.92 :3.85 2.48 :3.92 2. 74 :3.69 
3.04 :4.0 2.86 :4.20 3.12 :3.80 
3.24 :3.62 2.60 :3.60 2.42 :3.2 
2.58 :3. 70 2.92 :3.8 2 2.63 :3.73 
2.8 :3.38 2_5 :3_ 70 2.83 :3.56 
3.10 :3. 40 2. 78:4. 08 2.53 :3.4 
3.0 ：・3.90 2.82 :3.12 2.63 :3.27 
2.6 :3.49 2.68 :3.92 2.8 :3.90 
2.91:3 .84 2.53 :3.48 3.04:3.87 
2. 4T3. 7 3.02 :3.29 2.64 :3.6 
2.8 :3. 70 2. 74 :3. 71 2. 75 :3.61 
0.8 :0.07 0.6 :0.11 0. 70 :0.8 
3.1 3 :4_ 12 3.24 :4 .21 3.18 :3.94 
2. 8:4. 2 3.28 :3.82 2.98 :4.2 
3.5 :4.10 3.02 :4 .60 3.4 :4.0 
3.12 :4.1 5 3.18 :4.21 3.20 :4.12 
0.20 :0.04 0.8 :0.23 0. 13 :0.15 
2.8 :4.20 2.4 :3.87 3.0 :3.83 
2.4 :3.32 3. 12 :3.78 2.20 :3. 72 
2. 78 :3.64 2.8 :3.2 2.43 :3.2 
2.8 :3.49 2.96 :3. 72 2.8T36 
2.51:3 .5 2. 37:3 . 41 2.73 :3.42 
2.69 :3.86 2.85:3 .67 2.6 :3. 79 
3.03 :3.96 2. 74 :3. 71 2.91 :3.94 
2.7:3.49 2.47 :3.8 2.75 :3.51 
2.67 :3. 79 2.5 :3.69 2.4 :3.57 
2.18 :3.7 2.29 :3.42 2.29 :3.3 
2.63 :3.67 2.65 :3.60 2.63 :3.60 
0.9 :0.9 o. rn:o. 06 0.09 :0.07 
2.89 :3.93 3.04 :3.89 2.8 :3.84 
2.92 :4.12 3.1 :4. 02 2.53:3 .92 
3.12 :3.86 2.45 :3.6 2.7;4.03 
2.42 :3.68 2. 74 :3,52 3.13 :3.57 
2.82 :3. 79 2.83 :3. 79 2.9 :3.82 
2.4 :3.17 2.51 :3.7 2. 61:3 . 25 
2. 31 :3 . 61 2.7 :3.49 2.4n.53 
2.57 :3.42 2. 41 :3. 38 2.83 :3 .49 
2.40 :3. 17 2.29 :3.24 2.19 :3.28 
2.3 :3.11 2.1 8:3.08 2. 2T3 . 20 
2.62 :3.59 2.58 :3 .54 2.67 :3.59 
0. 09 0.1 0.10 :0.9 0.10 :0. 09 
線維の神経軸索分岐点数の平均は3. 63 （土0.027 ), I型 差を認め， A LS 群において分岐点数が多かった。
筋線維では2. 7 ( ±0. 025 ）と E 型筋線維の方が神経軸
索の分岐が多かった。筋線維型別に各内喉頭筋を比較す 4 . 接合部の存在様式
ると，同順位補正 H 値は I型5. 27, II 型3.93, X 2 運動終板の個数と神経軸索の分岐状態とから，観察さ
( 4 , 0. 95) = 9. 49 で，内喉頭筋の種類によって軸索の れた神経 ・筋接合部の形態を以下の 6 型に分類した （図
分岐点数に有意差は認められなかった。同様に剖検群 ・ 5）。 A 型： l個の終板に 1本の神経終末が存在するが，
ALS 群・手術群・放治群の比較では F 値は I型7.34 軸索が分岐していないものO B 型 ：l個の終板に入った





































































































6.1 7.3184 .9.317 6.719.7.316.8 7.6 
0. 60 (0. 7010. 75 : 1. 0810. 69 :0. 651. 37 :0. 6710. 5 :0. 92 
平均































































14.3 :12.013. 0: 15. 713.0 :12.016. 3: 12. 315. 7: 16. 0 
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t・;9 :ilolt}6l!I ；ぷム｜；ゐ：t}6J;}9 :;・863平均±標準誤差
して，その出現頻度を表 4 に示す。全165 筋の観察結果
で， I型筋線維での複合型接合部の出現頻度は8.17 (± 
0. 26), II 型筋線維では8. 13 ( ±0. 23 ）で，出現頻度に
有意差を認めなかった。筋線維型別に各内喉頭筋を比較
すると，同順位補正 H 値は I型9. 26, II 型1. 79, X 2 





上に軸索が分岐したもの O D 型：大きさに差がある複数




たものO 剖検群10 例， 10,0 個の接合部での出現頻度は，
A 型5. 7%, B 型17.%, C 型69.%, D 型3.6% , E 型








左 ：剖検例 1 の後筋， 50μm
中：剖検例 3 の内筋， lOμm
右：剖検例 7 の後筋， 30μm の接合部問距離
bar scale lOμm 
せずに各内喉頭筋を比較すると，同順位補正 H 値は
12. 82, X 2 ( 4, 0. 95 ) =9 . 49, X 2 ( 4, 0. 9 ) = 13. 28 
で，危険率 5% で有意差あり， 1% で有意差なしであっ
た。剖検群・ ALS 群・手術群・放治群の比較では， F
値は I 型16. 5, II 型20 .02, F (0. 95) = 2. 93 で， 4 群
の聞に有意差を認めた。筋線維型を考慮しない場合も，




剖検例 lの後筋，剖検例 3 の内筋，剖f食例 7 の後筋で
観察された， l本の筋線維上に複数個の接合部が存在す
る様子を図 6 に示す。このような筋線維は，剖検群10
例， 10, 個の接合部の観察で， 95 本に認められた。運
動終板は認められるが軸索の不明瞭なものは除外した。
隣接する接合部聞の距離は， 50 μm 未満のものが47
本， 50 ～lO μm のものが23 本， 10 ～150 μm のものが12
本， 150 ～ 20μm のものが 7本， 20 ～ 30μm のものが
5本， 40 ～50μm のものが 1本であった。今回の検討





鏡による観察14, 15) コリンエステラーゼ（ChE ）の組織
田村 公 一
化学的染色法の導入16, 17 ）を経て，アセチルコリンレセプ












より W F ( II A 型筋線維に相当）, RF (I 型筋線維）お







るA 型 （溝状シナプス溝に， pit 状シナプスひだの散在
するもの）' II A 型筋線維に対応する B 型 （溝状シナプ
ス溝に， slit 状シナプスひだ密度の高いもの）そして E C 
型筋線維に対応する C 型（くぼみ状のシナプス溝が細
長く配列する）である。布村ら24 ）は，ヒト横筋につき，
Pestronk 法に加え抗 SOL (guinea-pig soleus muscle ) 
抗体を用いた免疫染色を行い，抗 SOL 抗体陽性筋線維
では陰性線維に比べ神経軸索分岐点数は少なく終板は小
径であると述べている。この抗 SOL 抗体は slow twitch 

















今回用いた MY-32 はH 型筋線維（fast muscle fiber ）に
対する抗体であるが H 型筋線維の亜型分類はできな
い11 ）。 しかし，ヒト内喉頭筋の E 型筋線維の亜型分類は



















在は確認できないとの報告21 お ，29 ）もあるが，ヒト内喉頭
筋の筋線維において複数個の運動終板を認めた報告とし
て， Rosi ら3ol, Bendiksen ら3n, Freije ら32 ）そして Koike
ら33）がある。Rosi ら30 ）は ChE 染色をヒト内喉頭筋に行
い，内筋の70 ～80% ，前筋と側筋の50% ，後筋の 5% の
筋線維に複数個の運動終板が認められると報告している。
その運動終板間の距離は， 50 ～40μm 程度である。
Bendiksen ら31 ）はヒト内筋に ChE 染色と actomysin








































Gambino ら38 ）は，生後 4 日から95 歳のヒト後筋17 個
について， Pestronk 法を用い，神経・筋接合部の加齢
による変化を運動終板径と軸索点数とから検討している。
その結果では，生後1 ヵ月までのグループは， 20 歳以上
のグループに比べ接合部における終板径が小さく分岐











































機能を代償することができるとも言われている 47) 0 
Sprouting は， terminal sprouting, ultra terminal 















術講演会（平成 2 年10 月12 ・13 日，鹿児島），第 2 回・
第3 回・第 4 回日本喉頭科学会総会・学術講演会（平成
2 年 3 月23 ・24 日，東京，平成 3 年 3 月2 ・23 日，仙台，
平成 4 年 3 月13 ・14 日，名古屋），第93 回日本耳鼻咽喉
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A new combined triple staining method for neuromusculer junctions and its application 
to intrinsic laryngeal muscles in man 
Koichi Tamura 
Department of Oto-Rhino-Laryngology, The University ofTokushima School of Medicine, Tokushima 
(Director: Prof Yasuo Koike) 
SUMMARY 
A new combined stain for the simultaneous demonstration of motor nerve terminals. 
cholinesterase and fast myosin at neuromuscular junction (NMJ) s was devised. This 
method employed dye-staining for cholinesterase, silver-gold impregnation for nerve termi-
nals, and immunostaining used anti-skeletel fast myosin antibody for type 2 muscle fiber. 
The type 2 muscle fiber stained dark brown with a diaminobenzidine-H202 substrate, and 
the cholinesterase-containing motor endplate stained indigo blue, against which the nerve 
terminals, from coarse axons to fine terminal branches, stained black and standed out deary. 
One hundred and sixty-five intrinsic laryngeal muscles were obtained from 13 autopsy 
specimens (including 3 patients with amyotrophic lateral sclerosis (ALS)) and 20 surgical 
spesimens (half of these were irradiated previously). Using this triple stain. morphological 
changes of NMJs were studied on each muscle fiber type in human intrinsic laryngeal 
muscles. 
In human intrinsic laryngeal muscles, most of NMJs consisted of one motor endplate and 
more than one terminal axons. Some muscle fibers possessed more than one NMJ. but this 
didn't relate to multiple innervation of laryngeal muscles immediately. The NMJ of type 2 
muscle fiber had greater motor endplate and much terminal branches than type 1 muscle 
fiber. Among specialized intrinsic laryngeal muscles, motor endplate length and terminal 
branching points did not differ. Neuromuscular junction morphology could not account of 
functional differentiation in intrinsic laryngeal muscles. No significant differences were 
found between irradiated and nonirradiated groups. This suggested that NMJs were re-
sistant to irradiation. Terminal branching points and segmented motor endplates in-
creased significantly in the ALS specimens, whereas mortor endplate length did not differ. 
This indicated that nerve sprouting occured in intrinsic laryngeal muscles. 
Key words: triple staining, human intrinsic laryngeal muscle, neuromuscular junction, 
Pestronk's method, anti-skeletal fast myosin antibody 
